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人乳头瘤病毒 16 型病毒样颗粒的制备及其免疫原性研究
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摘要 :利用 PCR 技术从 HPV16 阳性阴道分泌物标本中获得 HPV16 L1 基因片段 ,并将其插入表达载体 p TO2T7
中 ,构建重组表达质粒 p TO2T72HPV162L1 ;以该重组质粒转化大肠杆菌 ER2566 并表达 HPV16 L1 蛋白 ;所表达
的 HPV16 L1 蛋白经过硫酸铵沉淀、离子交换层析和疏水相互作用层析等纯化步骤后 , HPV16 L1 纯度达到 98 %
以上 ,并可在体外装配为直径 50nm 的病毒样颗粒 ;动物免疫原性研究结果显示 ,该病毒样颗粒可诱导高滴度的针
对 HPV16 的中和抗体。上述研究结果表明通过大肠杆菌表达系统制备的 HPV16 病毒样颗粒具有纯度高 ,与天然
病毒颗粒形态高度相似的特点 ,并具有高度免疫原性 ,可以应用于 HPV16 病毒样颗粒的结构功能研究及 HPV16
疫苗研发等领域。
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　　人乳头瘤病毒 16 型 ( Human Papillomavirus
type 16 , HPV16) 属于乳头瘤病毒科 ,为小双链
DNA 病毒 ,可以通过人体间的密切接触传播 ,引起
肛生殖器粘膜的恶性肿瘤。分子流行病学调查证
实 , HPV 的持续感染是宫颈癌发生的重要启动因
子。在所有宫颈癌标本中 H PV DNA 检出率高达
80 %以上 ,而其中仅 HPV16 就占 60 %以上。其它
型别的 HPV (如 H PV18、31、45 和 58)约占 25 %～
30 %[ 1 ] 。因此 ,一种安全有效的 HPV16 疫苗可以
大大降低妇女中宫颈癌的发病率 ,具有良好的市场
前景。
由于 HPV16 的体外培养相当困难 ,虽然有报
道采用角化细胞系培养法可在体外获得 H PV16 病
毒颗粒 ,但是该方法费时、费力、成本高昂 ,无法做到
大规模生产[2 ] 。此外 ,由于 HPV16 病毒基因组中
含有病毒癌基因 ,具有潜在致癌可能 ,因此 ,传统的
灭活疫苗及减毒疫苗形式无法适用于 HPV16。综
合以上考虑 ,基因工程重组疫苗成为了当前 H PV16
疫苗研究的主要方向。
利用多种表达系统表达的重组 H PV 主要衣壳
蛋 L1 具有在体外自装配的特性 ,能够形成在结构
上与天然病毒高度相似的病毒样颗粒 ( Virus2like
Particles , VL Ps) 。VL Ps 保留了天然病毒的绝大
多数表位 ,具有高度免疫原性 ,可以诱导高滴度的中
和抗体 ,是理想的 HPV 疫苗形式[325 ] 。目前 ,已有
两种 H PV 疫苗上市 ,它们分别是 Merck 的 Garda2
sil [6 ] 以及 GS K 的 Cervarix[7 ] 。这两种疫苗均为
VL Ps 疫苗 ,区别是 Gardasil 源于酿酒酵母表达系
统 ,含有 HPV6/ 11/ 16/ 18 四种型别的病毒样颗粒 ,
不但可以预防宫颈癌 ,同时还可以预防尖锐湿疣 ;
Cervarix 源于昆虫细胞表达系统 ,含有 HPV 16/ 18
两种型别的病毒样颗粒 ,仅能够预防宫颈癌。但是







VL Ps ,为 HPV16 预防性疫苗的研制奠定良好的基





1 　材料 　HPV16 阳性阴道分泌物标本由厦门 174 医院提
供。本研究中所用的 p TO2T7 原核表达载体由本实验室构
建。pMD182T 载体购自 Ta KaRa 公司 ,D H5α和 ER2566 株
大肠杆菌均为本室保存。所用 Taq 酶、限制性内切酶和
T4DNA 连接酶均购自 Ta KaRa 公司。HPV16 线性单抗 D9
由 Christensen 博士惠赠。蛋白质分子量标记购自 PIERCE
公司。本研究中所用的 FPL C 层析系统及层析介质均为 GE
公司产品。
2 　HPV16 基因组 DNA 的提取 　将含有 HPV16 阳性阴道
分泌物的棉拭子放入具有 1 ml 含蛋白酶 K (200μg/ mL)的
TE 缓冲液 (10 mmol/ L Tris 缓冲液 p H 810 ,1 mmol/ L
ED TA) 的样品管中 ,充分漂洗并贴壁挤干。55 ℃孵育 5 h ,
95 ℃灭活 10 min ,2 000 r/ min 离心 5 min ,留上清 ,经过酚2
氯仿抽提后 ,以异丙醇沉淀 DNA ,以 50μl TE 缓冲液溶解
沉淀后 - 20 ℃保存备用。
3 　非融合表达载体 pTO2T72HPV162L1 的构建　根据 HPV16
L1 基因序列设计正向引物 16NF : 5′2CATATG CA GGT2
GACTTTTATT 23′及反向引物 16CR : 5′2CTCGA GTTA2
CA GCTTACGTTTTTTGC23’ ,其中 16NF 的 5′端含有 N de I
位点 (以下划线表示) ,16CR 的 5′端含有 X ho I 酶切位点 (以
下划线表示) 。用上述 HPV16 L1 基因组 DNA 为模板进行
PCR 扩增 ,扩增条件如下 :95 ℃预变性 3 min 后进入 PCR 循
环 ,循环参数为 :95 ℃变性 1 min ,57 ℃退火 1 min ,72 ℃延伸
1 min ,共 25 个循环 ;最后在 72 ℃延伸 7 min。将扩增所得目
的片段插入 pMD182T 载体。以 N de I/ X ho I双酶切鉴定其中
正确插入扩增片段的重组载体 pMD182T2HPV162L1。测序
(由上海生工公司完成)正确的克隆用于下一步实验。
重组质粒 pMD182T2HPV162L1 经 N de I/ X ho I 双酶
切 ,将所得片段 HPV162L1 连接至经过相同酶切处理的
p TO2T7 载体上 ,按常规分子生物学方法获得重组表达质粒
p TO2T72HPV162L1。由该质粒中插入片段表达的 HPV16
L1 蛋白命名为 HPV162L1。以 16NF 为正向引物 ,16CR 为
反向引物对所得克隆进行 PCR 鉴定 ,选取鉴定正确克隆进
行下一步实验。
4 　HPV162L1 的表达与纯化 　取 1μl 的 p TO2T72HPV162
L1 质粒 (0115 mg/ mL)转化 40μl 感受态大肠杆菌 ER2566 ,
挑取阳性单菌落至含 4 ml 卡那霉素抗性液体 LB 培养基的
试管 ,37 ℃,220 r/ min 振荡培养 10 h。将试管中的菌液放大
接种至含 500 ml 卡那抗性 LB 培养基的三角瓶中 ,37 ℃,220
r/ min 振荡培养。当 OD600 值达 017 时 ,添加 IPT G至终浓
度 01 6 mmol/ L ,25 ℃诱导培养 8 h。菌体经离心收集 ,按 1g
菌体对应于 10 ml 裂解液 (20 mmol/ L Tris 缓冲液p H 712 ,
300 mmol/ L NaCl)的比例用裂解液重悬 ,并且在超声法破
碎菌体后 ,通过离心获得菌体裂解上清液。存在于菌体裂解
上清液中的目的蛋白首先以饱和硫酸铵沉淀法进行初步纯
化 ,尔后通过 SP 阳离子交换层析及 Butyl 疏水相互作用层
析对目的蛋白进一步精纯 [8 ] 。留取各纯化步骤的样品 ,分别
进行 SDS2PA GE 及开展 Western2blotting (以 D9 单克隆抗
体为二抗)检测。
5 　HPV162L1 VLPs 的装配 　对疏水相互作用层析法纯化
的 HPV162L1 蛋白溶液补加 D TT 至终浓度 100 mmol/ L ,充
分作用 2 h 以上。随后将目的蛋白溶液置于 200 倍体积的
PBS 中透析 ,充分去除还原剂 D TT ,从而使目的蛋白自装配
为 VL Ps。
6 　HPV162L1 VLPs 的形态学检测及其免疫原性测定
611 　动态光散射分析 　HPV162L1 VL Ps 样品经 0122μm
滤膜过滤后 ,使用 DynaPro MS/ X 型动态光散射仪 (美国
Protein Solutions 公司) ,利用 Regulation 算法测量。
612 　透射电镜观察 　HPV162L1 VL Ps 经 2 %磷钨酸
p H710 负染 ,固定于喷炭的铜网上。在 J EM2100 透射电镜
上 (日本电子公司) 观察 VL Ps 颗粒。
613 　免疫动物的免疫保护性评价
61311 　假病毒中和细胞模型实验 　HPV16 假病毒中和细
胞模型按照文献 [9 ]建立。将 293FT 细胞 ( Invit rogen)铺种在
96 孔细胞培养板中 (115 ×104 个细胞/ 孔) 。5 h 后进行中和
实验。将待测血清样品分别用 10 %DM EM 连续倍比稀释 ,
然后各取 50μl 稀释的血清样品分别与 50 μl 稀释于 10 %
DMEM 的上文制备的假病毒液 ( MOI = 011) 混合。混合物
在 4 ℃孵育 1 h 后分别加入预先铺种 293FT 细胞的 96 孔细
胞培养板中 ,在 37 ℃培养 72 h。随后 ,首先通过荧光观察确
定各样品的粗略中和滴度 ,随后再用流式细胞仪 ( EPICS




感染抑制率 = (1 - 阻断孔的感染率/ 未阻断孔的感染
率) ×100 %。
抗体中和滴度的定义为 :达到高于 50 %感染抑制率的




kg) ,以 HPV162L1 VL Ps 进行免疫。初免时 , HPV162L1
VL Ps与等量福氏完全佐剂混合 ,加强免疫则与等量福氏不完
全佐剂混合进行制备 ,免疫方式为多点皮下注射 ,初次免疫剂
量为 100μg/ 只 ,此后分别在第 4 和第 10 周各加强免疫一次 ,





VL Ps 进行免疫。初免时 , HPV162L1 VL Ps 与等量福氏完
全佐剂进行混合 ,加强免疫则与等量福氏不完全佐剂混合进
行制备。免疫方式为多点皮下注射 ,初次免疫剂量为 1 mg/
只 ,此后分别在第 4 和第 10 周各加强免疫一次 ,加强免疫的
剂量为 015 mg/ 只。每周抽取外周静脉血 ,分离血清 ,以上
述假病毒中和细胞模型实验评估上述抗血清的中和效价。
结　　果
1 　非融合表达载体 pTO2T72 HPV162L1 的构建
·642· 病 　　毒 　　学 　　报 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25 卷 　
2 %琼脂糖凝胶电泳显示 ,以 N de I/ X ho I 对重
组质粒 p TO2T72HPV162L1 双酶切鉴定 ,可以得到
与预期大小相符的约1 500 bp 的片段 ,结果见图 1。
DNA 测序结果显示插入片段序列与模板序列完全
符合。PCR 鉴定 p TO2T72H PV162L1 显示 ,可扩增
出与预期大小相符合的大小约1 500bp 的片段。
2 　HPV162L1 的表达与纯化
如图 2 结果显示 , HPV16 L1 蛋白以可溶形式
在菌体裂解上清 (Lane1) 中 , SDS2PA GE 难以分辨
目的蛋白 ,但在 Western2blot ting 结果中清晰可见
与 D9 单抗反应的特异条带 ,大小约为 55kD ,与理
论分子量相符。经过硫酸铵沉淀后目的蛋白得以富
集 ,纯度明显提高 (Lane2) ;经过 SP 阳离子交换和
Butyl 疏水相互作用层析纯化 ,纯度进一步提高 ,达
到 95 %以上。(图 2)
图 1 　HPV162L1 的 PCR 扩增以及
p TO2T72HPV162L1 N de I/ S al I酶切鉴定
Figure 1 　The PCR amplification of HPV16 L1 gene
and N de I/ S al I digestion of p TO2T72HPV162L1
M1 DL2 000 Molecular weight marker , 11 The PCR amplifica2
tion of HPV16 L1 , 21 N de I/ S al I digestion of p TO2T72
HPV162L11
图 2 　HPV16 2L1 蛋白表达、纯化的 SDS2PA GE 及蛋白免疫印迹图
Figure 2 　10 %SDS2PA GE and Western blot analysis of HPV16 2L1 expression and purification
11 Cell lysate supernatant ; 21 precipitation of SAS precipitate (40 % saturation) ; 31 Supernatant of redissolved precipation ; 41 Sam2
ple after SP chromatography ; 51 Sample after Butyl chromatography1
3 　HPV162L1 VLPs 的形态学检测
动态光散射分析结果见图 3 , HPV162L1 VL P
的水化分子动力学半径为 24139 nm ,与 H PV16 天
然病毒颗粒的半径相近 ,颗粒装配比例接近 100 % ,
达到较好的装配效果。
　　透射电镜观察显示视野中可见到大量半径为
25nm 左右的空心颗粒 ,颗粒大小与理论预期相符 ,
尺度均匀一致 (图 4) 。
4 　兔的免疫保护性评价
在初免 1 周后 ,免疫兔血清中的中和抗体滴度
即明显上升 ,经过 1 次加强免疫后 ,中和抗体的滴度
即达到 107 ,结果见图 5。
5 　羊的免疫保护性评价
在初免 1 周后 ,免疫山羊血清中的中和抗体滴
度即明显上升 ,经过 1 次加强免疫后 ,中和抗体的滴




若能将其应用于 H PV 疫苗的生产则可以大大降低
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图 3 　HPV162L1 VL P 的动态光检测结果
Figure 3 　Dynamic light scattering analysis
of HPV162L1 VL P
图 4 　HPV162L1 VL P 透射电镜观察 ( ×25 000)
Figure 4 　Transmission Elect ron Micrograph of
HPV162L1 VL P ( ×25 000 , Bar = 200 nm)
图 5 　HPV16 VL P 免疫后兔血清中和抗体滴度
Figure 5 　The neutralization titer of rabbit
serum after vaccination
成本 ,提高产品竞争力。早在 1987 年 ,就有报道利
图 6 　HPV16 VL P 免疫后山羊血清中和抗体滴度
Figure 6 　The neutralization titer of goat
serum after vaccination
用大肠杆菌表达 H PV L1 蛋白 [ 10 ] 。但是由于大肠
杆菌表达的 HPV L1 蛋白大多丧失其天然构象并
且主要以不溶性的包涵体形式存在。虽然通过包涵








表达的表达量 ,采用了高效的原核表达载体 p TO2
T7。在 p TO2T7 载体的调控序列中存在串连排列












由于 HPV 的中和表位多为构象表位 ,其表位
的完整性取决于 H PV 结构的完整性[14 , 15 ] 。在本
研究中 ,在 HPV16 L1 蛋白装配成病毒样颗粒前 ,
首先加入还原剂 D T T ,使维系颗粒完整性的二硫键
充分还原 ,再进行体外装配 ,从而获得完整、均一的
病毒样颗粒。既往研究表明 ,通过酵母表达系统产
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生的 H PV VL P 的颗粒均一性 ,结构稳定性及免疫
原性均较差 ,但是如果经过解聚再重组 ,则 H PV
VL P 将变得更为均一 ,其结构稳定性及抗原性也大
为提高[16 ] 。本研究也证实 ,经过体外装配之后 ,
H PV162L1 VL Ps 结构完整 ,颗粒大小均一。动物
实验也进一步证明该病毒样颗粒具有良好的免疫原
性 ,可以诱导针对 HPV16 的高滴度中和抗体。
目前尚未见大肠杆菌来源的 HPV VL Ps 与已
上市疫苗 VL Ps 免疫原性比较的报道。一般认为
H PV 上的表位高度依赖于 HPV 结构的完整性及
正确性 ,若 VL Ps 的形态结构正常 ,往往就能够得到
H PV 上的天然表位。现有研究表明 ,大肠杆菌来源
的 H PV VL Ps 在形态和结构上与真核生物来源的
H PV VL Ps 高度一致 ,本研究的结果也证实这一
点。此外 ,目前结构已知的多个型别 HPV L1 的
VL P 或五聚体均来源于大肠杆菌 ,与已知 H PV
VL P 的结构有较好的相似性[12 ,17 ,18 ] 。当然要最终
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Production of Human Papillomavirus Type 16 Virus2l ike Particles and Its Immu2
nogenicity
WEI Min2xi , L I Shao2wei , HUAN G Bo , SH EN Wen2tong , SU Yong2zai , ZHAN G Chun2hua ,
GU Ying 3 , DU Hai2lian , ZHAN G J un , XIA Ning2shao
( N ational I nstit ute of Diagnostics and V accine Development in I n f ect ious Diseases , X iamen Universit y , X iamen 361005 , China)
Abstract :HPV16 L1 gene was amplified f rom HPV16 positive vaginal secretion sample by PCR , and insert2
ed into p TO2T7 to obtain t he recombinant expression vector p TO2T72HPV162L11 Then , t he p TO2T72
H PV162L1 was t ransformed into E1 coi l st rain ER2566 and t he recombinant p rotein HPV16 L1 was ex2
pressed in soluble form1 After p urification by ammonium sulfate p recipitation , ion2exchange chromatogra2
p hy , and hydrop hobic interaction chromatograp hy , t he recombinant p rotein HPV16 L1 had a p urity of
more t han 98 %1 By removing D T T , p urified H PV16 L1 p roteins self2assembled i n vi t ro into VL Ps wit h
t he diameter of 50nm1 The vaccination experiment s on experimental animals showed the VL Ps could elicit
high titer of neut ralizing antibodies against HPV 161 HPV16 VL Ps wit h high immunogenicity and high p u2
rity can be produced easily and effectively f rom an E1 col i expression system in the st udy , and t hus can be
used in st ruct ure investigation and HPV16 vaccine develop ment1
Key words : Human papillomavirus type 16 ; Escherichi a col i expression system ; Purification ; Virus2like
particle ; Immunogenicity
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